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【要約】 
MicroRNA expression signature of castration-resistant prostate 
cancer: the microRNA-221/222 cluster functions as a tumour 
suppressor and disease progression marker 
（去勢抵抗性前立腺癌におけるマイクロ RNA発現プロファイルの
作成：マイクロ RNA-221/222クラスターは癌抑制型マイクロ RNA
であり、予後因子である） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
千葉大学大学院医学薬学府 
先端医学薬学専攻 
（主任：市川智彦教授） 
五島 悠介 
 
【目的】 
前立腺癌は、近年、本邦において、PSAスクリーニングの普及、食生活の欧米化など
に伴い、罹患率は急激に上昇している。最新の統計では、今年、男性の前立腺癌罹患患
者数は、胃がんを抜いて 1位となった。また、患者数の増加とともにその死亡者数は増
加を続けている。限局性前立腺癌に対しては、前立腺全摘、放射線療法など、多くの治
療選択肢があり、有転移症例でもホルモン療法すなわちアンドロゲン除去療法は 90%以
上の症例に有効とされる。しかしながら、いずれホルモン療法は無効となり、去勢抵抗
性前立腺癌となる。去勢抵抗性前立腺癌は、血清テストステロンが低値にも関わらず、
病勢の進展を認める状態である。去勢抵抗性前立腺癌の予後改善のため、タキサン系抗
がん剤や新規ホルモン剤などが次々に開発されているが、いずれの治療も予後延長効果
は数か月と限定的で、最終的には様々な治療に抵抗性となる。この去勢抵抗性前立腺癌
（CRPC）の予後は不良であるが、その検体入手が困難であることより、ゲノム科学的
な解析は進んでいない。 
近年のゲノム研究のトピックスとして、ヒトゲノム中には、タンパクをコードしない
機能性 RNAが多数転写されている事が判明した。機能性 RNA分子の中で、マイクロ RNA
に分類される 19-23塩基の低分子 RNAが、ヒトの発生・分化などの生命現象に多大な
影響を及ぼす事が報告され注目されている。現在までにヒトでは、2,578 種の成熟型
マイクロ RNAが登録されている（miRBase release 20）。この RNA分子の特徴は、
最終的に１本鎖の RNA分子として機能し、タンパクコード RNAの翻訳阻害や分解を通
してタンパクコード遺伝子の制御をしている事である。近年のバイオインフォマティク
ス解析では、全遺伝子の約 60%がマイクロ RNAにより制御されるとされている。 
癌の研究分野では、マイクロ RNA が癌抑制遺伝子または癌遺伝子として機能する事
が相次いで報告された。癌抑制型マイクロ RNA は、癌において発現低下しており、癌
遺伝子を制御できなくなり、結果として、癌を進展させる方向に働き、また、癌促進型
マイクロ RNA は、癌において発現亢進しており、癌抑制遺伝子を制御することで、同
様に、結果として癌を進展させることが報告されている。 
このような背景の中、本研究では、CRPC・臨床検体よりマイクロ RNA発現プロファ
イルを作成し、癌抑制型マイクロ RNA を探索すること、そして制御される分子経路を
明らかにすることを目的とした。 
 
【方法】 
CRPC剖検検体 3症例 6検体を用いて、PCRアレイベースで網羅的解析を行ない、マ
イクロ RNA発現プロファイルを作成した。validationを行なう臨床検体としては、
CRPC剖検検体(n=8)、前立腺生検時に得られた未治療前立腺癌検体(n=54)、非癌前立
腺組織(n=38)を用いた。細胞株は前立腺癌骨転移から樹立された PC3と前立腺癌脳転
移から樹立された DU145を用いた。また、マイクロ RNAの発現については RT-PCR法
を用いて解析した。 
マイクロ RNAの機能解析については、RNAiMAXを用いて成熟型マイクロ RNAを核酸
導入し、XTT assayによる細胞増殖能評価、wound-healing assayによる遊走能
評価、Matrigel invasion assayを用いた浸潤能評価を行なった。 
マイクロ RNAが制御する標的分子探索としては、GEO、ターゲットスキャンといった
データベースを用いた in silico解析、マイクロアレイを用いた網羅的発現解析を行
なった。さらに、ルシフェラーゼレポーターアッセイを用いて、標的分子が直接マイク
ロ RNA により制御されるかを確認した。標的分子の発現解析としては、RT-PCR 法、
western blot法を用い、機能解析としては、標的分子を siRNAで knock downし、
増殖、遊走、浸潤能を評価した。 
 
【結果・考察】 
CRPCにおいて、非癌と比較して有意に発現が低下するマイクロRNAは42個あった。
このプロファイルの内容を確認すると、miR-205, 143, 133a, 23b, 29c, 27b, 
24といった、当科でこれまで解析し、癌抑制型マイクロ RNAとして証明してきたマイ
クロ RNA が多数含まれていることが分かり、このプロファイルは信頼できるものと考
えた。プロファイル中のマイクロ RNA のヒト染色体上の位置を調べると、染色体上の
同じ領域に存在するマイクロ RNA（クラスターマイクロ RNA）が複数見出された。これ
らクラスターマイクロ RNA の中で、これまでに前立腺癌における解析がほとんど存在
しない、miR-221/222に着目した。ヒトゲノム上で、miR-221/222は X染色体短腕
で近接して存在している。 
RT-PCR法を用いて miR-221と miR-222について、非癌、未治療前立腺癌、CRPC
について、発現を解析すると、miR-221/222 とも、非癌と比較して、癌、CRPC にお
いて有意に発現が低下していた(p<0.0001)。前立腺癌患者において、miR-222 の低
発現群は、ホルモン療法中に CRPCに至るまでの期間を予測する、予後予測因子であっ
た(p=0.0173)。miR-221/222を PC3、DU145に核酸導入すると、有意に細胞遊走・
浸潤を抑制し、これらは前立腺癌における癌抑制型マイクロ RNA であることが分かっ
た。 
次に、癌抑制型マイクロ RNA、miR-221/222が制御する分子の探索を行なった。ま
ず、target scanプログラムにより、配列を基にマイクロ RNAが制御する遺伝子群を
機械的に抽出し、2,275 遺伝子に絞り込んだ。次に GEO 発現データ（GSE29079）の
前立腺癌発現プロファイルより、前立腺癌で発現が亢進している遺伝子を抽出し、135
遺伝子とし、最後に、実際に miR-221 と miR-222 を核酸導入した PC3と DU145 を
マイクロアレイで網羅的に解析し、発現が低下する遺伝子を抽出したところ、
KIAA0368/Ecm29が探索された。RT-PCR, western blottingで miR-221/222
を核酸導入後に Ecm29 の発現を確認したところ、Ecm29/Ecm29 の発現低下が見られ
た。さらに、ルシフェラーゼレポーターアッセイにより、miR-221/222 は Ecm29 の
3’UTRに直接結合することが分かった。siRNAを用いた機能解析では、Ecm29は前立
腺癌細胞遊走・浸潤に寄与していた。免疫染色を行なうと、CRPC臨床検体では Ecm29
の発現亢進が見られた。 
 
【結論】 
CRPCにおいて、癌抑制型マイクロ RNA、miR-221/222クラスターは重要な役割を
担っている可能性が示唆された。癌抑制型マイクロ RNA を起点とした癌分子ネットワ
ークの解析から、CRPCの病態の一端が明らかとなった。 
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